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RESUMO 
 
TEIXEIRA, Bianca Luise. Efeitos do EGF e do FGF2 sobre a diferenciação das 
células da crista neural truncal de codornas, in vitro. Florianópolis, 2009. 
Trabalho de Conclusão de Curso - Graduação em Ciências Biológicas, Universidade 
Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, 2009. 
 
 
A crista neural (CN) é uma população de células originadas das margens dorsais do 
tubo neural durante o desenvolvimento de vertebrados. Essas células possuem um 
alto potencial migratório e dão origem a múltiplos fenótipos como neurônios, células 
gliais, melanócitos e a diversos derivados mesenquimais. Sabe-se que essa 
diversificação de fenótipos é espacialmente e temporalmente influenciada por 
fatores do microambiente. Vários fatores de crescimento, incluindo o Fator de 
Crescimento de Fibroblasto-2 (FGF2) e o Fator de Crescimento Epidermal (EGF), 
têm sido identificados como sendo capazes de direcionar a diferenciação de 
progenitores multipotentes da CN para tipos celulares específicos. Nesse trabalho 
avaliamos o papel do FGF2 e do EGF na diferenciação dos progenitores da CN 
truncal (CNT) de aves, analisando a expressão dos fenótipos celulares: neurônios, 
células gliais, melanócitos e células musculares lisas. Para isso culturas de células 
da CNT foram tratadas com FGF2 (20ng/mL) e/ou EGF (10ng/mL). Os tratamentos 
foram realizados em dois períodos diferentes, durante as primeiras 24h da fase de 
migração das células da CNT (cultura primária), ou durante as primeiras 24h de 
cultura secundária (fase de diferenciação), após 15h de migração em cultura 
primária. As culturas secundárias foram mantidas por mais 6 dias quando as células 
foram fixadas e analisadas quanto à expressão dos diferentes fenótipos celulares. 
Os resultados demonstram que o tratamento com FGF2 nas primeiras 24h de cultura 
primária promoveu um aumento de 3x no número de células gliais em relação ao 
controle sem tratamento. Já o tratamento com EGF nesse mesmo período aumentou 
em 2x a proporção de neurônios e melanócitos em relação ao controle. O tratamento 
concomitante com FGF2 e EGF promoveu um aumento no número de neurônios, 
sendo que o número de melanócitos e células gliais não foi alterado. O tratamento 
das células da CNT com ambos os fatores de crescimento, no período de 
diferenciação, não promoveu alterações significativas na expressão dos fenótipos 
celulares analisados em relação ao controle.  Estes resultados sugerem um efeito 
importante do FGF2 na diferenciação das células da CNT para o fenótipo glial e do 
EGF para neurônios e melanócitos. Desta forma, hipotetizamos uma possível ação 
competitiva desses fatores no progenitor indiferenciado bipotente glia-melanócito, e 
uma atuação do EGF também em um progenitor não responsivo ao FGF2, envolvido 
com diferenciação neurogênica . Os resultados sugerem ainda que ambos os fatores 
de crescimento são fundamentais nas primeiras 15h de migração para a 
determinação e/ou especificação dos progenitores multipotentes da CN. 
 
Palavras-chave: Crista neural truncal, Diferenciação, Efeitos do microambiente, 
EGF, FGF2 
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1.INTRODUÇÃO 
1.1. A Crista Neural 
 
A Crista Neural (CN) é uma estrutura embrionária transitória formada por uma 
população de células altamente multipotentes originadas das bordas dorsais do tubo 
neural dos vertebrados durante o processo de neurulação. Nesse processo as 
pregas da placa neural dobram-se uma em direção a outra formando o tubo neural. 
As pregas neurais formam-se na interface entre a ectoderme não-neural e a região 
dorsal do futuro tubo neural, e a interação entre esses dois tecidos é necessária 
para a indução da CN ao longo da linha média dorsal (Fig. 1) (Le Douarin e 
Kalcheim, 1999).   
 
 
Figura 1. Formação do tubo neural em embrião de galinha. (A1) As células da placa 
neural podem ser distinguidas como células alongadas na região dorsal da ectoderme. (B2; 
C3) A dobra neural eleva-se como epiderme presuntiva e continua a se mover em direção 
ao dorso medial. (D4) As dobras neurais entram em contato uma com a outra, e as células 
da crista neural são especificadas nesta região. As células da crista neural então se 
dispersam e o tubo neural separa-se da epiderme (Adaptado de Gilbert, 2000).  
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Durante o processo de indução, as células da CN sofrem uma transição 
epitélio-mesenquimal e desprendem-se do neuroepitélio de origem, assumindo um 
caráter altamente migratório. Essas células irão migrar por rotas específicas no 
embrião, originando uma grande diversidade de tipos celulares em diversos órgãos e 
estruturas do corpo (Le Douarin e Kalcheim, 1999). 
 Para que ocorra o processo de delaminação e migração das células da CN 
são necessárias alterações significativas nos padrões da citoarquitetura e da adesão 
celular (Trainor, 2005). Estes fenômenos dependem de uma modificação na 
expressão de moléculas de adesão, como as caderinas. Durante sua indução, 
migração e diferenciação, as células da CN expressam diferentes caderinas, que 
variam durante os diversos períodos do desenvolvimento. No processo de migração 
das células da CN ocorre uma perda de expressão das N-caderinas, promovida por 
uma ação coordenada pela sinalização da via de BMP e processamento proteolítico 
dessas moléculas de adesão da superfície da célula (Taneyhill, 2008). 
 No embrião de aves, a migração das células da CN ocorre após o fechamento 
do tubo neural, primeiramente na região anterior e progressivamente estende-se 
para  a região caudal. Já no embrião de camundongos, a migração da CN inicia logo 
após a fusão das metades bilaterais da placa neural na região caudal do 
mesencéfalo e rostral do rombencéfalo (Trainor, 2005). Trabalhos do grupo da Profa. 
Dra. Nicole Le Douarin, utilizando o modelo de quimeras galinha-codorna, 
demonstraram que as células da CN migram por rotas migratórias bem definidas. 
Isso possibilitou a identificação e a construção de mapas de destino mais precisos 
dos derivados da CN (Le Douarin e Kalcheim,1999).   
 Ao longo do eixo ântero-posterior, dependendo da posição de origem das 
células da CN, ela pode ser dividida em grandes domínios funcionais que se 
sobrepõem em certos trechos: cefálica, vagal, cardíaca, truncal e sacral (Fig. 2). 
Estas diferentes populações de células da CN seguem diversos caminhos de 
migração e originam diferentes tipos celulares (Gilbert, 2000).  
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Figura 2. Esquema das regiões da CN. (Adaptado de Gilbert, 2000) 
 
 
 
A região cefálica da CN dá origem a neurônios, células gliais, melanócitos, 
células musculares lisas, adipócitos e a quase todo tecido conjuntivo e esquelético 
da cabeça, face e pescoço (Le Douarin e Kalcheim, 1999, Le Douarin et al., 2008). 
As células da CN vagal, que também fazem parte da região cefálica, e as células da 
região sacral contribuem para a formação do sistema nervoso entérico. CN cardíaca, 
por sua vez, é o nome dado a uma região caudal da CN cefálica, pois as células 
dessa região povoam o septo cardíaco, que separa a circulação pulmonar da aorta, 
assim como dão origem a melanócitos, ao músculo liso do arco aórtico, e a gânglios 
parassimpáticos cardíacos (Le Douarin e Kalcheim, 1999; Snider et al., 2007).  
 Já as células da região truncal, dão origem a neurônios e células gliais do 
sistema nervoso periférico, assim como células pigmentares da pele. Nessa região, 
as células da CN truncal (CNT) migram ao longo de duas vias principais no embrião. 
A primeira onda-migratória é dorso-ventral sobre o esclerotomo, dando origem a 
neurônios sensoriais e simpáticos e células gliais. A segunda onda migratória toma 
uma rota dorsolateral, entre a derme e a epiderme, em que as células da CN se 
instalam sob o ectoderma, dando origem aos melanócitos da pele (Fig. 3) (Gilbert, 
2000).   
 
4 
 
 
 
Figura 3: Figura esquemática da migração das células da CNT. Na Via 1 as células 
migram ventralmente através do esclerotomo anterior (a porção do somito que origina a 
cartilagem vertebral). Estas células inicialmente saem da porção posterior do esclerotomo 
migram ao longo do tubo neural indo para a região anterior oposta e contribuem para a 
formação dos gânglios simpáticos e parassimpáticos bem como, das células medulares 
adrenais e gânglios da rota dorsal. Pouco tempo depois, outras células da CNT entram na 
Via 2 e migram ao longo da rota dorsolateral, abaixo da ectoderme e tornam-se melanócitos 
produtores de pigmentos (Bittencourt, 2007, adaptado de Gilbert, 2000). 
 
 
1.2. Multipotencialidade da CN 
 
A ampla capacidade de diferenciação das células da CN deve-se a uma 
heterogeneidade dessa população celular, incluindo células altamente multipotentes, 
células oligopotentes e progenitores já comprometidos com uma linhagem celular, 
que se diferenciam em neurônios (N), células gliais (G), melanócitos (M), células 
musculares lisas (F), condrócitos (C) e osteócitos (O) (Trentin et al., 2004; Calloni et 
al., 2009).  
Os primeiros experimentos demonstrando a multipotencialidade das células 
da CN foram realizados in vitro a partir de embriões de codorna, analisando-se o 
potencial de desenvolvimento das células da CN por meio de clonagem de células 
(Cohen e Konigsberg, 1975). Nesses experimentos células isoladas deram origem a 
três tipos de clones: contendo somente células melanocíticas ou neurônios 
adrenérgicos, e clones contendo os dois tipos celulares.  
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Somente 13 anos mais tarde a multipotencialidade das células da CNT foi 
demonstrada in vivo a partir da microinjeção de células da CN marcadas com 
dextrana conjugada à rodamina, em embriões. Esses experimentos demonstraram a 
marcação de um grande número de descendentes de linhagens distintas de células, 
incluindo os neurônios sensoriais, glia, melanócitos, e células adrenomedulares 
(Bronner-Fraser e Fraser, 1988). 
De maneira semelhante à CNT, a CN cefálica (CNC) dá origem a uma 
variedade de tipos celulares, porém, apenas as células da região cefálica possuem a 
capacidade de gerar cartilagem, osso, tecido conjuntivo e células musculares lisas in 
vivo. A primeira evidência da existência de precursores comuns entre linhagens 
neurais e mesectodermais da CNC foi obtida por Barrofio e colaboradores (1991), 
com a identificação de um precursor multipotente comum para glia, neurônio, 
melanócito e cartilagem (GNMC). 
 Estudos in vitro, a partir de células de embriões de codorna, feitos por Trentin 
e colaboradores (2004) demonstraram a existência de outros dois precursores 
altamente multipotentes: o primeiro originando glia, melanócito, músculo liso e 
cartilagem (GMFC) (na região cefálica), e o segundo originando glia, neurônio, 
melanócito e músculo liso (GNMF) (identificado tanto na região cefálica, quanto 
truncal). Foi também verificada a capacidade de auto-renovação dos progenitores 
bipotentes glia-melanócito (GM) e glia-músculo liso (GF), em ambas as regiões, que 
desse modo apresentam todas as propriedades de célula-tronco. Calloni e 
colaboradores (2009), através de ensaios de clonagem celular da CNC, identificaram 
um progenitor hexapotente, capaz de originar células gliais, neurônios, melanócitos, 
células de músculo liso, condrócitos e osteócitos (GNMFCO). 
O destino dos precursores multipotentes da CN depende, além da região de 
onde emergem, da rota que as células utilizam para migrar e do lugar em que essas 
células se estabelecem. Desse modo, sinais do microambiente dos sítios de 
migração e do destino final exercem papel fundamental neste processo (Gilbert, 
2000). Um dos fatores responsáveis por controlar o destino de diferenciação celular 
dos progenitores multipotentes da CN são as moléculas de matriz extracelular 
(MEC) (Costa-Silva et al., 2009). Essas macromoléculas possuem uma organização 
capaz de influenciar o citoesqueleto e o comportamento celular através da ligação 
de receptores de superfície que irão ativar várias vias intracelulares (Alberts et al., 
2006). Trabalhos recentes do nosso laboratório revelaram que a MEC influencia a 
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proliferação e diferenciação das células da CN de modo similar em aves e 
mamíferos. Através de análises clonais de células da CNT mostraram que a 
fibronectina induz ao aumento da proporção de progenitores unipotentes e 
oligopotentes com potencial para o desenvolvimento de células de músculo liso 
(Costa-Silva et al., 2009). 
 
1.3. Diferenciação celular 
 
Diferenciação celular é um conjunto de processos dinâmicos que levam uma 
célula indiferenciada a tornar-se especializada e capaz de executar atividades 
específicas. Para isso há inativação de certos grupos de genes e ativação de outros, 
o que permite a produção seletiva de proteínas celulares imprescindíveis para 
funções específicas da célula após o processo de diferenciação. A diferenciação 
celular é controlada por fatores intra e extracelulares, requerendo intensa 
comunicação célula-célula e célula-ambiente (Junqueira e Carneiro, 2000).  
Segundo Le Douarin e Kalcheim (1999) a diferenciação das células da CN é 
determinada por fatores intrínsecos às células, e também pelo microambiente de 
cada rota de migração. Dentre os fatores extracelulares mais estudados que 
influenciam na especificação da CN pode-se destacar membros da família Wnt na 
diferenciação de melanócitos (Dorsky et al., 1998), NGF, FGFs e BMPs na 
diferenciação de linhagens neuronais (Reissmann et al., 1996;  Schneider et al., 
1999; Forander et al., 2001), neuregulina-1 e ligantes de Notch na diferenciação de 
células gliais  (Shah et al., 1994), TGFβ na diferenciação de músculo liso (Li et al. , 
2007) e Sonic Hedgehog na diferenciação de condrócitos (Brito et al., 2006; Calloni 
et al.,2007).  
Apesar da importância para diferenciação das células da CN, mutantes para 
as vias dos fatores como Wnt, FGFs, BMPs e Notch não apresentam uma completa 
ausência da formação das células da CN, sugerindo que provavelmente há certa 
redundância nesses mecanismos de sinalização no que diz respeito à CN (Crane e 
Trainor, 2006). 
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1.4. Fator de Crescimento de Fibroblasto tipo 2 (FGF2) e Fator de Crescimento 
Epidermal (EGF)  
  
 Os fatores de crescimento de fibroblasto (FGFs) compreendem uma família 
de fatores envolvidos em inúmeros processos do desenvolvimento. Esse fator é 
capaz de influenciar a manutenção da plasticidade celular e modular a diferenciação 
de vários tipos celulares (Chiou et al., 2006; Dailey et al., 2005). 
A família do FGF, assim como de TGFβ, BMPs e de Wnt, compreendem 
moléculas envolvidas nas principais vias de sinalização tanto para a indução da CN, 
quanto para migração e diferenciação dessas células. Estudos demonstraram que a 
sinalização por essas moléculas é crítica para o processo de desenvolvimento de 
estruturas derivadas da CNC, em especial o esqueleto facial e elementos de 
cartilagem da cabeça (Taneyhill e Bronner-Fraser, 2006).  Já nas células da CNT, 
estudos recentes de  nosso laboratório demonstraram que o FGF2 exerce uma 
grande influência sobre os progenitores dessa população celular estimulando a 
renovação e proliferação de alguns progenitores mais indiferenciados (GMF, GNF e 
GMNF) (Bittencourt, 2007). 
O fator de crescimento epidermal (EGF), polipeptídeo constituído por 53 
resíduos de aminoácidos, possui um importante papel nos processos do 
desenvolvimento, assim como a família FGF. Os dois fatores estimulam a 
proliferação de uma grande variedade de células, inclusive de precursores neurais in 
vitro (Kilpatrick e Bartlett, 1995). Estudos mostram uma grande importância do EGF 
na proliferação de células tumorais, estando alguns de seus receptores presentes 
em altos níveis em tumores de cabeça e pescoço, inclusive em neuroblastoma 
periférico, tipo de tumor derivado de células da CN. A expressão dos receptores de 
EGF em tumores tem sido correlacionada com progressão do tumor, baixa 
sobrevivência, baixa resposta a terapias e resistência a agentes citotóxicos (Ho et 
al., 2005). Estudos sugerem ainda que a expressão de receptores de EGF está 
relacionada com a determinação da via de migração das células da CNC, tendo 
ratos knockout (KO) para esses receptores exibido uma migração anormal dessa 
população celular (Goldin et al., 2000). 
Trabalhos realizados por Erickson e Turley (1987) sugerem que o EGF esteja 
envolvido na secreção de proteoglicanos por células da CNT de codornas in vitro. 
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Os proteoglicanos, principalmente os proteoglicanos de heparan sulfato, são 
classicamente descritos como co-receptores de FGFs (Bernfield e Hooper, 1991). 
Com base nesses dados, pode-se pensar num possível mecanismo de ação 
coordenado entre EGF e FGF2. Todavia, apesar de muito estudado em vários 
sistemas biológicos, o provável envolvimento do EGF nos processos de 
diferenciação das células da CN não é claro.  
Mesmo com avanços na compreensão dos componentes do microambiente 
envolvidos na morfogênese dos derivados da CN, pouco se sabe sobre a influência 
que o EGF e o FGF2 exercem sobre o processo de migração, proliferação e 
diferenciação das células da CNT. O conhecimento sobre como esses fatores 
interferem na morfogênese e no potencial plástico dessas células é de fundamental 
importância para entendermos mais sobre a biologia das células da CNT.  
Elucidar os mecanismos que regulam a diferenciação das células da CN é o 
primeiro passo para uma futura aplicação em processo de terapias celulares de 
patologias que envolvam os derivados da CN, seja através de recrutamento e 
diferenciação de células tronco armazenadas em um tecido, ou até mesmo 
conversão de células já diferenciadas de um determinado tipo para um diferente 
fenótipo funcional.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
Analisar a influência dos fatores de crescimento FGF2 e EGF na 
diferenciação das células da CNT de embriões de codornas, em cultura. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Avaliar a ação do EGF e do FGF2 na diferenciação das células da CNT 
para os fenótipos de neurônio, melanócito, célula glial e músculo liso, no 
momento da migração dessas células a partir do tubo neural. Para isso, culturas 
em massa de células da CNT foram submetidas a tratamentos com EGF e/ou 
FGF2 durante 24h da fase de migração (cultura primária). 
 
 Analisar a ação do EGF e do FGF2 na diferenciação das células da 
CNT, após a migração dessas células, em um período de diferenciação celular. 
Para isso, culturas em massa de células da CNT foram submetidas a tratamentos 
com EGF e/ou FGF2 durante as primeiras 24h da fase de diferenciação celular 
(cultura secundária), após 15h de migração.  
 Verificar a ação combinada de EGF e FGF2 sobre as células da CNT 
em cultura, através de tratamento concomitante dos dois fatores de crescimento 
durante a fase de migração dessas células.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Animais 
Foram utilizados embriões de codornas (Coturnix coturnix japonica) no 
estágio de desenvolvimento de 20-25 somitos. Os ovos fertilizados foram obtidos no 
biotério do Laboratório de Neurobiologia e Hematologia Celular e Molecular, no 
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética, da Universidade Federal 
de Santa Catarina, onde os animais são mantidos em ciclo de claro/escuro de 12 
horas, possuindo água e ração ad libitum. O período de incubação dos ovos foi de 
48 horas a 37,5°C em chocadeira com umidade relativ a de 65%. 
 A utilização destes animais está de acordo com os princípios éticos de 
experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação animal 
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissão de ética no Uso de Animais 
(CEUA)/UFSC, em 09 de julho de 2007, sob o protocolo de pesquisa/ensino número 
PP00103/CEUA/UFSC. 
 
3.2. Cultura de células da CNT de codornas 
Foram feitos dois tipos de culturas da crista neural truncal de codornas, sendo 
uma primária e outra secundária. Os tempos para cultura primária foram de 15 ou 
24h. Já as culturas secundárias levaram de 5 a 6 dias. 
 
3.2.1. Cultura primária 
Para obtenção de embriões de codornas no estágio de 20-25 somitos os ovos 
foram incubados por 48h a 37,5°C, e os explantes de  tubo neural foram isolados 
para obtenção de células da CN da região truncal dos embriões. Os tubos neurais 
foram então dissecados sob observação em microscópio estereoscópico (Olympus) 
para retirada dos tecidos circundantes, na presença de pancreatina (6,25g/L, Sigma) 
e com o auxílio de agulhas entomológicas de tungstênio. Os tubos neurais foram 
então colocados em placas de cultura de  35 mm de diâmetro (Corning, NY, USA) 
em meio de cultura α-modificated minimum essential (α-MEM; Gibco-BRL, Grand 
Island, NY), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultlab), 2% de extrato de 
embrião de galinha (EE), penicilina (200 U/mL) e estreptomycina (10 µg/mL) (Fig. 4). 
A cultura foi mantida em estufa úmida à 37oC e 5% CO2 em ar atmosférico.  
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3.2.2. Cultura Secundária 
Os explantes do tubo neural foram removidos após o período determinado 
para cada experimento (15 ou 24h) e descartados. As células remanescentes, que 
correspondem às células da CNT, foram tripsinizadas com solução de tripsina a 
0,25% (Sigma) e ácido etilenodiamino tetra-acético a 0,02% (EDTA, Vetec) em 
tampão fosfato salina (PBS), pH 7,4 e recuperadas através de bloqueio em meio 
contendo 10% de SBF seguido de centrifugação (500 X g por 5 min).  As células 
foram ressuspendidas e semeadas em gotas de 30µl contendo 300 células, em 
placas de 35 mm. A cultura foi mantida por 5 ou 6 dias em meio complexo composto 
por α-MEM, contendo 10% de SFB, 2% de EE, hidrocortisona (0,1µg/mL), 
transferrina (10 µg/mL), insulina (1 ng/mL), 3-3'-5 triiodo-L-thironina (T3) (0,4 
ng/mL), glucagon (0,01 ng/mL), EGF (0,1ng/mL), FGF2 (0,2ng/mL), penicilina (200 
U/mL) e estreptomicina (10 µg/mL), em estufa úmida à 37oC e 5% CO2 em ar 
atmosférico. Houve troca de meio de cultivo a cada dois dias. Em seguida as células 
foram fixadas e submetidas à análise fenotípica (Dupin et al., 1990; Trentin et al., 
2004) (Fig. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Procedimento para retirada do tubo neural e obtenção das células da CNT. O 
tubo neural da região truncal de um embrião de codorna com 48 horas de desenvolvimento 
é retirado, dissecado e plaqueado. Após as 24h ou 15h em que as células da crista neural 
migram do tubo neural, este é removido. As células remanescentes são tripsinizadas, 
centrifugadas e plaqueadas em gotas de 30µl em uma densidade de 10 células/µl. Após 1 
hora para adesão celular, o meio de cultura é acrescentado. A caracterização fenotípica se 
dá após 5 ou 6 dias de cultura secundária (fase de diferenciação).  
 
15 ou 24h 
24 horas
Fase de migração
tubo neura
removido
tripsinização
gotas de células
em suspensão
1 hora
para adesão celular
5 ou 6 dias
fase de diferenciação
caracterização
fenotípica
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3.3. Tratamento das culturas celulares com EGF e/ou FGF2 
 
Os tratamentos foram realizados em 2 períodos diferentes da cultura (Fig 5). 
Um dos tratamentos ocorreu durante a fase de migração (durante as 24h de cultura 
primária), onde foi adicionado ao meio de cultura EGF (10ng/ml; Sigma) e/ou FGF2 
(20ng/ml; Sigma) (Fig. 5A). Após o período de migração os meios de cultura foram 
trocados, e a cultura mantida com o meio complexo descrito anteriormente.  
Alternativamente, tratamentos com EGF (10ng/ml) e/ou FGF2 (20ng/ml) foram 
realizados nas primeiras 24h da cultura secundária, após apenas 15h de cultura 
primária (Fig. 5B). A seguir, os meios foram trocados e as culturas permaneceram 
por mais 5 dias com o meio complexo descrito acima. 
 
 
 
Figura 5. Esquema de barras de tempos de tratamentos. As linhas representam todo o 
período de cultura, mostrando os horários utilizados para tratamento com FGF2 e/ou EGF. 
(A) Tratamento durante 24h de cultura primária. (B) Tratamento durante as primeiras 24h de 
cultura secundária, após 15h de cultura primária. 
 
 
3.4. Análise fenotípica 
A análise fenotípica foi avaliada por imunocitoquímica para fluorescência. As 
culturas foram fixadas com paraformaldeído (PF) a 4% durante 30 min e, a seguir, 
lavadas três vezes com tampão fosfato salina (PBS). As células, após fixação, 
foram permeabilizadas com solução de PBS-Triton X-100 0,25% por 30min a 
temperatura ambiente. Os sítios inespecíficos foram bloqueados com 10% de SFB 
em PBS durante 30 min. As células foram então lavadas repetidamente com PBS e 
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incubadas por 1 hora, a 37º C, com marcadores específicos para os diferentes 
fenótipos que a CNT pode originar. As células gliais foram identificadas com o 
anticorpo IgG1 desenvolvido em camundongo contra proteína mielínica, específico 
para célula de Schwann de aves (SMP) (1:200; Hybridoma bank) (Dulac et al., 
1992) para marcação das células gliais. Para reconhecimento das células de 
músculo liso, foi utilizado um anticorpo monoclonal IgG2a anti-alfa actina de 
músculo liso (alfa SMA) (1:300; Sigma). Os neurônios foram detectados através do 
anticorpo monoclonal IgG1 anti-tubulina tipo Beta-III (1:2000; Promega). 
As células foram então lavadas três vezes com PBS contendo 0,05% de 
Tween 20 (PBS/Tween) (Sigma) e subseqüentemente incubadas por 1 hora, a 
temperatura ambiente, com os anticorpos secundários desenvolvidos em cabra 
contra IgG1 de camundongo conjugado à biotina, seguido de incubação com 
estreptavidina conjugada à peroxidase (1:150, 1h; PerkinElmer) e Tyramida (1:200, 
30 min.; PerkinElmer). Outros anticorpos secundários utilizados foram  
desenvolvidos em cabra contra IgG1 de camundongo conjugado a Texas red 
(TxRed 1:100; Sigma) e contra IgG2a de camundongo conjugado a Texas red 
(TxRed 1:300; Sigma). As células foram então novamente lavadas com PBS e 
incubadas com corante fluorescente nuclear com 4’,6-diamidino-2-fenilindol 
dihidroclorido –  DAPI (1µg/ml; Sigma). O fenótipo melanocítico foi analisado através 
da expressão do pigmento melanina, em microscópio de contraste de fase 
(Olympus CK 40). Foi realizada também quantificação macroscópica das células 
pigmentares pela avaliação da intensidade da expressão de melanina através do 
software Scion Image (National Institutes of Health). As placas foram montadas com 
glicerina tamponada (pH 9,0), observadas e fotografadas em microscópio 
epifluorescente invertido (Olympus IX71). O número total de células foi obtido por 
contagem direta dos núcleos. As proporções dos fenótipos foram analisadas pela 
relação entre o número total de células e o número de células marcadas. 
3.5. Análise Estatística 
As significâncias das diferenças foram avaliadas por ANOVA de uma via, 
seguida do teste de Tukey através de software estatístico GraphPad Prism 4®. Os 
resultados foram considerados significativos quando p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Efeitos do FGF2 e do EGF sobre a diferenciação das células da CNT in 
vitro. 
Sabe-se que o processo de diferenciação celular é determinado por fatores 
intrínsecos à célula e também por fatores extrínsecos, dentre eles os fatores de 
crescimento. Vários estudos relacionam diversos fatores de crescimento com a 
indução de determinados fenótipos derivados da CN. Apesar de bastante estudados 
em outros sistemas, pouco se conhece sobre as funções do EGF e do FGF2 nos 
processos de diferenciação das células da CN.  
Com o intuito de analisar os efeitos do FGF2 e do EGF sobre a diferenciação 
das células da CNT foram realizadas culturas de células da CNT de embriões de 
codorna. As células foram tratadas em intervalos de tempo e concentrações 
específicas destes dois fatores de crescimento. Os tratamentos foram realizados nas 
primeiras 24h da cultura primária, durante a fase de migração das células da CNT a 
partir do tubo neural ou nas primeiras 24h de cultura secundária, após um período 
de 15h de migração na cultura primária. Após o período de cultura e fixação das 
células, foram feitas marcações imunocitoquímicas e análises da expressão dos 
marcadores celulares dos derivados da CN (glia, músculo liso, neurônio e 
melanócitos).  
 
4.1.1. EGF estimula a diferenciação das células da CNT para o fenótipo 
neuronal. 
Tanto os tratamentos realizados com FGF2, quanto os tratamentos realizados 
com EGF apresentaram efeitos significativos sobre a diferenciação das células da 
CNT, porém, só foi possível observar estes efeitos quando os tratamentos foram 
realizados na fase de migração das células da CN, na cultura primária. Os 
tratamentos com EGF e/ou FGF2 durante as primeiras 24h de cultura secundária 
(após um período de 15h de migração) não alteraram de forma significativa a 
proporção de diferenciação para nenhum dos fenótipos analisados (glia, neurônio, 
célula de músculo liso e melanócito) (dados não mostrados). 
Com relação ao fenótipo neuronal, houve um aumento significativo no número 
de neurônios após tratamento com EGF nas primeiras 24h de cultura primária. Na 
condição controle cerca de 1% das células era neurônios. Após o tratamento com 
EGF essa proporção passou a ser de 3%, mostrando um aumento significativo na 
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proporção desse fenótipo em relação à condição controle. Já o tratamento com 
FGF2 não foi capaz de alterar a proporção de neurônios em relação à condição 
controle (Fig. 6). 
Surpreendentemente, o efeito do EGF sobre o fenótipo neuronal não foi 
bloqueado pela presença do FGF2. Quando as células da CNT forma tratadas com 
EGF+FGF2, foi observado um aumento de 4x na proporção de neurônios em relação 
ao controle, semelhante ao observado no tratamento apenas com EGF (Fig. 6). 
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Figura 6. Análise do fenótipo neuronal sob a influência de EGF e/ou FGF2 nas células 
da CNT na fase de migração. (A) Gráfico da análise da porcentagem de neurônios a partir 
de culturas controle e tratadas com FGF2 (20ng/mL) e EGF (10ng/mL) apenas nas primeiras 
24h de cultura primária. Resultado expresso como proporção de neurônios, contando-se 60 
campos aleatórios em 10 experimentos independentes. Os resultados representam a 
proporção da média ± desvio padrão.  *P < 0,05 por ANOVA. (B-E) Imunofluorescência 
indireta utilizando-se anticorpo anti-β-tubIII para identificação das células neurais (vermelho) 
e DAPI (azul) para marcação dos núcleos totais (Aumento: 200x).  
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4.1.2. EGF estimula a diferenciação de melanócitos a partir das células da CNT. 
Os melanócitos, fenótipo derivado da CN, possuem uma característica 
peculiar pelo fato de expressarem o pigmento melanina. Estas células podem ser 
facilmente visualizadas em cultura pela coloração castanho escuro que a presença 
da melanina lhes confere. Quando em alta densidade, essas células podem ser 
visualizadas macroscopicamente (Fig. 7A) 
Utilizando-se dessa característica peculiar, a densidade total de melanócitos 
em cultura foi analisada após tratamento com EGF e FGF2, ambos apenas nas 
primeiras 24h da cultura. As células tratadas com EGF apresentaram um aumento 
de 2,6x no número de melanócitos (fator medido pela densidade óptica das culturas) 
(Fig. 7B). 
  
 
Figura 7. Visão macroscópica das células pigmentares derivadas da CNT em cultura. 
(A) O tratamento com EGF nas primeiras 24h de cultura estimulou o aumento das células 
pigmentares na ordem de 2,6x. O tratamento com FGF2 leva a uma redução desse tipo 
celular na ordem de 2x. (B) Quantificação densitométrica da imagem A.  
 
O resultado das observações macroscópicas das células pigmentares foi 
confirmado pela quantificação direta em microscópio. Após 24h de migração 5% da 
população celular era composta por melanócitos. Essa proporção foi de 13% em 
culturas tratadas com EGF. Esses dados revelam um aumento de cerca de 2,5x na 
proporção do fenótipo melanocítico em relação à condição controle (Fig. 8). 
É importante salientar que tanto o tratamento com FGF2, quanto o tratamento 
concomitante com FGF2 e EGF não foram capazes de alterar as proporções de 
melanócitos. Este último resultado mostra que o FGF2 tem a capacidade de inibir o 
efeito pró-melanocítico do EGF (Fig. 8) 
18 
 
 
                                             A 
                                                         B                                              C                                       
 
 
 
 
 
                                
                                                            
                                                         
                                                         D                                              E 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Análise do fenótipo melanocítico sob a influência de EGF e/ou FGF2 nas 
células da CNT na fase de migração. (A) Gráfico da análise da porcentagem de 
melanócitos a partir de culturas controle e tratadas com FGF2 (20ng/mL) e EGF (10ng/mL) 
apenas nas primeiras 24h de cultura primária. Resultado expresso como proporção de 
melanócitos, contando-se 60 campos aleatórios em 10 experimentos independentes. Os 
resultados representam a proporção da média ± desvio padrão. ***P < 0,001 por ANOVA. 
(B-E) Análise da expressão do pigmento melanina, em microscópio de contraste de fase 
(Aumento: 200x). 
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4.1.3. FGF2 estimula a diferenciação das células da CNT para o fenótipo glial. 
Com relação às células gliais, a maior proporção desse fenótipo foi observada 
após o tratamento com FGF2. A condição controle apresentou 17% de células gliais 
em relação à população total. As culturas tratadas com FGF2 apresentaram 33% do 
mesmo fenótipo. Esses resultados demonstram um aumento cerca de 2x na 
proporção de células gliais em relação à condição controle. Em contrapartida, o 
tratamento com EGF não alterou a expressão do fenótipo glial (Fig. 9). 
Quando realizado o tratamento concomitante com FGF2 e EGF houve um 
bloqueio do efeito pró-gliogênico do FGF2, já que esse tratamento não alterou de 
forma significativa a proporção de células gliais (Fig. 9).  
 Os dados obtidos indicam um importante papel do FGF2 sobre a 
diferenciação das células gliais derivadas da CNT. Interessantemente, esse efeito 
pró-gliogênico do FGF2 e os efeitos pró-melanogênico e pró-neurogênico do EGF 
são restrito às primeiras 24h de cultivo. 
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Figura 9. Análise do fenótipo glial sob a influência de EGF e/ou FGF2 nas células da 
CNT na fase de migração. (A) Gráfico da análise da porcentagem de células gliais a partir 
de culturas controle e tratadas com FGF2 (20ng/mL) e EGF (10ng/mL) apenas nas primeiras 
24h de cultura primária. Resultado expresso como proporção de células gliais, contando-se 
60 campos aleatórios em 10 experimentos independentes. Os resultados representam a 
proporção da média ± desvio padrão. *P < 0,05 e **P < 0,01 por ANOVA. (B-E) 
Imunofluorescência indireta utilizando-se anticorpo anti-SMP para identificação das células 
gliais (verde) e DAPI (azul) para marcação dos núcleos totais  (Aumento: 200x).  
 
4.1.4. FGF2 e EGF não estimulam a diferenciação de células musculares lisas a 
partir das células da CNT. 
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Tanto o tratamento com EGF, quanto o tratamento com FGF2, e o tratamento 
concomitante com os dois fatores de crescimento, não alteraram a proporção de 
células musculares lisas em relação à condição controle (Fig. 10). 
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Figura 10. Análise do fenótipo músculo liso sob a influência de EGF e/ou FGF2 nas 
células da CNT na fase de migração. (A) Gráfico da análise da porcentagem de células 
musculares lisas a partir de culturas controle e tratadas com FGF2 (20ng/mL) e EGF 
(10ng/mL) apenas nas primeiras 24h de cultura primária. Resultado expresso como 
proporção de células musculares lisas, contando-se 60 campos aleatórios em 10 
experimentos independentes. Os resultados representam a proporção da média ± desvio 
padrão. (B-E) Imunofluorescência indireta utilizando-se anticorpos anti-SMA para 
identificação das células musculares lisas (vermelho) e DAPI (azul) para marcação dos 
núcleos totais  (Aumento: 200x). 
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5. DISCUSSÃO E 
 
 Durante o processo de migração, as células da CN são expostas a uma série 
de fatores presentes no microambiente embrionário que participam ativamente do 
seu processo de diferenciação. Baroffio e colaboradores (1991) observaram que o 
tubo neural da região truncal de aves, quando devidamente dissecado e colocado 
em condições adequadas de cultura, permite a migração das células da CN das 
bordas dorsais do tubo neural para a superfície do recipiente de cultura. Dessa 
maneira, utilizando uma condição de cultura adequada, as células da CNT podem se 
diferenciar nos diversos fenótipos celulares in vitro (Trentin, et al, 2004). Baseando-
se nessa metodologia de cultura das células da CNT observamos que os fatores de 
crescimento FGF2 e EGF só são capazes de influenciar a diferenciação dos 
derivados truncais da CN in vitro quando oferecidos às células da CNT nas primeiras 
24 horas de cultura, durante ainda a fase de migração destas células. Tanto o 
tratamento com EGF quanto com FGF2, nas primeiras 24h de cultura secundária 
após 15h de migração, não produziram efeitos significativos na especificação para 
os diversos fenótipos obtidos a partir da CNT. Tais resultados indicam que as 
primeiras 15h de cultura são cruciais para determinação e/ou especificação dos 
progenitores multipotentes da CN sugerindo que esses fatores estejam atuando nos 
progenitores mais indiferenciados e multipotentes. 
Os resultados obtidos após o tratamento das células da CNT de codorna com 
FGF2, durante a fase de migração, mostram que este fator tem um importante papel 
no processo de diferenciação para o fenótipo glial, promovendo um aumento 
significativo no número de células gliais (Fig. 11). Esses dados corroboram dados 
da literatura sobre a indução gliogênica do FGF2 em mamíferos na região cefálica e 
truncal da CN (Ota e Ito, 2006; Ijuin et al., 2008). No entanto, ainda há pontos 
controversos com relação ao exato papel que o FGF2 exerce na diferenciação das 
células da CN. Segundo Ijuin e colaboradores (2008), o FGF2 atua diretamente na 
diferenciação de células já restritas com o potencial gliogênico. Já Bittencourt 
(2007), através de experimentos com CNT de codorna, tratando as células com 
FGF2 por todo o período de cultura secundária (aproximadamente 6 dias), sugere 
um papel desse fator na diminuição de células diferenciadas, e no aumento de 
progenitores mais indiferenciados, através da sua proliferação e renovação.  
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O EGF, assim como o FGF2, atua em diversos processos durante o 
desenvolvimento embrionário, porém, são raros os dados na literatura sobre a 
influência do mesmo sobre as células da CN. Sabe-se que esse fator de crescimento 
exerce um papel importante no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), 
como por exemplo, promovendo a proliferação e migração de células progenitoras 
no SNC de adultos (Wong e Guillaud, 2004), além de sua participação na formação 
de tumores, promovendo a proliferação destas células (Ho et al., 2005). De maneira 
semelhante à CN, que é formada por uma população de células heterogênea com 
potencialidades diversas, muitos tumores são formados por células altamente 
indiferenciadas e com um alto potencial proliferativo, além de células tumorais mais 
diferenciadas e com baixo potencial proliferativo (Pardal et al., 2003). O EGF, por 
estar envolvido com a manutenção dos tumores, pode influenciar na proliferação, e 
conseqüente auto-renovação, das células tumorais mais indiferenciadas. Já a partir 
de nossos experimentos em modelo de CNT in vitro, observamos que o principal 
efeito desse fator de crescimento está diretamente relacionado com a diferenciação 
celular, e mais especificamente neurogênica e melanogênica. Nossos resultados 
mostram um aumento significativo tanto no número de neurônios, quanto no número 
de melanócitos após o tratamento com EGF, mostrando um efeito expressivo desse 
fator sobre as células da CNT em migração. 
Surpreendentemente, quando tratamos as células com FGF2 e EGF 
concomitantemente, não observamos o mesmo padrão de indução do FGF2 para o 
fenótipo glial, nem o de indução do EGF para o fenótipo melanocítico. Estudos 
realizados no SNC relacionando FGF2 e EGF mostram uma regulação temporal 
positiva de FGF2 sobre EGF, promovendo um aumento da expressão de receptores 
de EGF em células precursoras neurais durante o desenvolvimento embrionário 
(Lillien e Raphael, 2000). Na CNT ainda não se sabe ao certo qual a relação entre 
esses dois fatores de crescimento, porém, nossos resultados indicam que o EGF 
possivelmente atua como um antagonista do efeito pró-gliogênico do FGF2, e o 
FGF2 atua como um antagonista do efeito pró-melanogênico do EGF. Um fato 
interessante encontrado é que o EGF, mesmo em presença de FGF2, é ainda capaz 
de determinar a diferenciação neurogênica nas mesmas proporções. Nesse caso a 
ação do EGF não é bloqueada pelo FGF2, como no caso do fenótipo melanocítico 
(Fig. 11) sugerindo um mecanismo regulatório distinto do EGF sobre a diferenciação 
de neurônios derivados da CN. 
24 
 
 
 
 
Figura 11. Esquema de ação dos fatores FGF2 e EGF sobre a diferenciação das 
células da CNT de codornas, in vitro. O FGF2 favorece a diferenciação glial. Já o EGF 
favorece a diferenciação para melanócito e neurônios. As linhas vermelhas indicam  um 
efeito antagonista do FGF2 sobre o efeito pró-melanogênico do EGF e, por sua vez, o efeito 
antagonista do EGF sobre o efeito pró-gliogênico do FGF2. 
 
 
 Considerando que a população da CN que migra a partir do tubo neural é 
uma população heterogênea, com progenitores de diversas potencialidades (Trentin 
et al., 2004; Calloni et al., 2009), nossos dados sugerem que esses fatores podem 
estar atuando de maneira competitiva num progenitor misto, possivelmente glia-
melanócito.  E o EGF possivelmente atua também em um progenitor não responsivo 
ao FGF2, envolvido com diferenciação neurogênica (Fig. 12). Porém, para reais 
afirmações a respeito da influência desses fatores sobre os progenitores da CN são 
necessários demais experimentos, como clonagens de células. 
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Figura 12. Modelo de linhagens celulares na CNT. Progenitores são classificados de 
acordo com o número de potenciais de desenvolvimento. Células multipotentes da CN de 
codornas passam por restrições progressivas de desenvolvimento produzindo precursores 
intermediários oligopotentes e progenitores já comprometidos com uma linhagem celular, 
que se diferenciam em neurônios (N), células gliais (G), melanócitos (M) e músculo liso (F).  
Aqui nós demonstramos os efeitos do EGF (setas azuis) e FGF2 (seta vermelha) sobre a 
diferenciação das células mais restritas da crista neural truncal, e possível ação destes 
fatores (pontos de interrogação) sobre progenitores mais indiferenciados. Seta: Efeito 
estimulatório; Bola: Efeito inibitório. Adaptado Trentin et al. (2004). 
 
 Resultados como os deste trabalho, demonstrando as influências do FGF2 e 
do EGF sobre a diferenciação das células da CN, certamente contribuirão para uma 
maior compreensão da biologia das células da CN, o que se torna extremamente 
importante para avanços nos estudos de Biologia do Desenvolvimento. Conhecendo 
a biologia dessas células pode-se também partir para aplicações terapêuticas, a 
partir da utilização de células derivadas da CN, para o tratamento de diversas 
patologias. Isso seria de extrema importância para a Medicina, já que essas terapias 
seriam baseadas na utilização de fontes acessíveis e autólogas de células, não 
havendo assim problemas éticos em sua utilização. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 Com o tratamento na fase de migração das células da CNT, os fatores de 
crescimento EGF e FGF2 mostraram-se capazes de modular a diferenciação dessas 
células. O EGF favorecendo a diferenciação para neurônio e melanócito, enquanto o 
FGF2 favorecendo a diferenciação para células gliais. 
 Os tratamentos com EGF e/ou FGF2 nas primeiras 24h da fase de 
diferenciação não alteraram de maneira significativa a proporção de diferenciação 
para nenhum dos fenótipos analisados, indicando que as primeiras 15h de cultura 
(fase de migração) são cruciais para determinação e/ou especificação dos 
progenitores multipotentes da CN. 
 A ação combinada de EGF e FGF2 mostrou um possível efeito 
antagonista do FGF2 sobre o efeito pró-melanogênico do EGF, e também um efeito 
antagonista do EGF sobre o  efeito pró-gliogênico do FGF2. Já o efeito pró-
neurogênico do EGF não foi afetado pela presença de FGF2. Mostrando que esses 
fatores podem estar atuando de maneira competitiva num progenitor misto, 
possivelmente glia-melanócito, e que o EGF possivelmente atua também em um 
progenitor não responsivo ao FGF2, envolvido com diferenciação neurogênica. 
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ANEXO 
“Epidermal Growth Factor (EGF) Promotes the In Vitro Differentiation of Neural Crest 
Cells to Neurons and Melanocytes.” Artigo publicado. 
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